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免疫球蛋白 IgG 对 TNF-α 诱导的内皮细胞损伤的作用及其机制
常 贺 ，王 焱△ ，李 刚 ，邹 军 *
[摘 要] 目的 探讨免疫球蛋白 IgG 对 TNF-α 诱导的内皮细胞黏附分子、细胞因子的表达及其作用机制。 方法 不同剂
量的免疫球蛋白 IgG 预处理内皮细胞 30 min，再加入 TNF-α 孵育 2 h，或不同剂量的 IgG 与 TNF-α 预孵育 30 min 后加入内皮
细胞孵育 2 h，RT-PCR 及实时定量 PCR 检测黏附分子 ICAM-1、VCAM-1、E-Selectin 及细胞因子 IL-6、GM-CSF、IFN-β 的
mRNA 表达；进一步应用 Western blot 检测黏附分子的蛋白表达及免疫球蛋白 IgG 自身抗体的表达情况。 结果 IgG 预处理内
皮细胞再加入 TNF-α 或 IgG 与 TNF-α 预孵育后加入内皮细胞，IgG 均可剂量依赖性地抑制了 TNF-α 诱导的黏附分子 （ICAM-
1、VCAM-1、E-Selectin）及细胞因子（IL-6、GM-CSF、IFN-β）的表达，IgG 含有 anti-IFN-γ，anti-TNF-α，anti-MCP-1 的自身抗体。
结论 IgG 对 TNF-α 诱导的内皮细胞损伤有治疗作用，其机制与抑制内皮细胞分泌的黏附分子，细胞因子的表达及 IgG 存在抗
细胞因子的自身抗体有关。
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Effects of immunoglobulin IgG in TNF-α-induced endothelial cell damage and
the possible mechanism
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[Abstract] We aim to explore the effects of Immunoglobulin (IgG) on the expression of adhesion molecules
and cytokines in TNF-α-induced endothelial cells (ECs) damage and its possible mechanism. ECs were pretreated
with different concentrations IgG for 30 min, and then stimulated with TNF-α for 2 h. Different concentrations of
IgG and TNF-α were preincubated for 30 min, and then added to the ECs for 2 h. Then we detected the levels of
adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) and cytokines (IL-6, GM-CSF, IFN-β) by Quantitative
Real-time RT-PCR. Furthermore, The expression of adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) and
autoantibodies of IgG were determined by Western blot analysis. We found that IgG does-dependently inhibited
the production of adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) and cytokines (IL-6, GM-CSF, IFN-β)
induced by TNF-α. And IgG contained anti-IFN-γ, anti-TNF-α, and anti-MCP-1 autoantibodies. In conclusion,
possible regulatory mechanism of IgG on ECs function may associate with adhesion molecules inhibiting, cytokines
expression and IgG containing autoantibodies against cytokines.
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（R&D，美国），逆转录试剂盒 RevertAid First Strand
cDNA kit （Fermentas，USA）；RT-PCR 酶 DreamTaq
Green PCR master mix （Fermentas，USA）；SYBR
Premix Ex Taq（大连宝生物工程）；引物设计合成（表





Items Sense primer Antisense primer
ICAM-1 5'-AACTGTGGCACCGTGCAGTC -3' 5'- AGGGTGAGGTCCTTGCCTACTTG -3'
VCAM-1 5'-TGCCGGCATATACGAGTGTGA -3' 5'-CCCGATGGCAGGTATTACCAAG -3'
E-selectin 5'- CTTTAGCTTGCATGGCTCAGCTC -3' 5'-TTCCGCTGCAGCTCATGTTC-3'
IL-6 5'-CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA-3' 5'- GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC -3'
GM-CSF 5'-AAGGGCGCCTTGAACATGAC -3' 5'-AAATCCGCATAGGTGGTAACTTGTG -3'
IFN-β 5'- AAGCAGCTCCAGCTCCAAGAA -3' 5'- TTGAAGTCCGCCCTGTAGGTG -3'
β-actin 5'- CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC -3' 5'- ATGGAGCCACCGATCCACA -3'
表 1 实时荧光定量 RT-PCR 引物序列
Tab 1 Primers for quantitative real-time RT-PCR
1.2 细胞培养及加药方法 小鼠胰岛内皮细胞以每
孔 1×106 个细胞接种于 6 孔板，培养基为含有 10%
FBS 和 1%双抗的低糖 DMEM，培养于含 5%二氧化
碳的 37 ℃培养箱。 实验分 4 组：正常对照组；单纯
TNF-α 刺激组；预处理组：以剂量分别为 1 mg/ml、
10 mg/ml、25 mg/ml 的 IgG 预处理细胞 30 min，再加
1 ng/ml TNF-α 刺激 2 h；预孵育组：以剂量分别为
1 mg/ml、10 mg/ml、25 mg/ml 的 IgG 和 1 ng/ml TNF-
α 预孵育 30 min，再加入细胞中培养 2 h。
1.3 RNA 提取和 cDNA 合成，实时定量 RT-PCR 检
测 收集上述各组细胞，离心后弃上清液，加入 1 ml
TRIzol，按常规 TRIzol 法提取各组细胞 RNA；按逆转
录试剂盒 RevertAid First Strand cDNA kit 方法合成
cDNA。RNA 总量为 2 μg，cDNA 终体积为 20 μl，以
cDNA 各 1 μl 为模板，用 SYBR Premix Ex Taq 试剂
盒和 ABI 7500 实时定量 PCR 仪检测黏附分子、细
胞因子的 mRNA 表达。
1.4 Western blot 检测 实验分 4 组：正常对照组；
单纯 TNF-α 刺激组；预处理组：以剂量分别为 1 mg/
ml、10 mg/ml、25 mg/ml 的 IgG 预处理细胞 30 min，
再加 1 ng/ml TNF-α 刺激 6 h；预孵育组：以剂量分
别为 1 mg/ml、10 mg/ml、25 mg/ml 的 IgG 和 1 ng/ml
TNF-α 预孵育 30 min，再加入细胞中培养 6 h。以上
细胞孵育相应时间后，弃培养液，PBS 清洗，加裂解
液裂解细胞，测定蛋白浓度，加入 5×蛋白上样缓冲
液 100 ℃ 5 min 使蛋白变性，制备 SDS-聚丙烯酰胺
凝胶 (5%分离胶和 10%的浓缩胶)，每孔加蛋白样品
20～100 μg，电泳(积层胶: 电泳 80 V，30 min 分离胶:
电压 100 V, 75 min)，湿法转膜 (100 V 恒压下 45 min)，
5%BSA-TBST 缓冲液室温封闭 1 h 或 4 ℃过夜, 一
次抗体：ICAM-1 (1∶1 000)，VCAM-1（1∶1 000），E-
Selectin（1 ∶1 000），β-actin(1 ∶1 000)稀释，室温 1 h，
TBST 洗膜 3 次，二次抗体：HRP 标记山羊抗小鼠
IgG（1∶5 000），稀释室温孵育 1 h，TBST 洗涤3 次,
加 Super Signal 发光试剂显影，化学发光检测 仪
（Amersham Bioscience）检测荧光强度。检测自身抗
体方法：将重组人 IFN-γ, MCP-1，TNF-α，重组鼠
TNF-α 作为样品，一次抗体：人 IgG (1∶1 000)，二次
抗体：过氧化酶标记山羊抗人 IgG（1 ∶2 000），余
方 法同上述，检测 IgG 自身抗细 胞因子抗体的
存在。
1.5 统计学分析 实验数据均以均数±标准差表示，
均数比较采用 SPSS 13 版软件分析，P<0.05 为差异
有统计学意义。
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2 结果
2.1 IgG 对 TNF-α 诱导的内皮细胞黏附分子的
mRNA 表达 TNF-α（1 ng/ml）显著上调了内皮细
胞黏附分子（ICAM-1、VCAM-1、E-selectin）的表达
水平（对照组 vs TNF-α 刺激组，P<0.05），在预处理
和预孵育组，IgG 剂量依赖性地抑制了 ICAM-1、
VCAM-1、E-selectin 的表达，25 mg/ml 的 IgG 显著
抑制了 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达(vs TNF-α 刺激
组, P<0.01)，与 mRNA 表达结果一致，见图 1、2。
Western blot 结果也证明 25 mg/ml 的 IgG 显著抑制
了 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达(图 3 )。
The cells were pretreated with 1, 10, and 25 mg/ml of IgG for 30 min, and then exposed to 1 ng/ml of TNF-α for 2 h. After the cells wer
harvested, the expression of adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin were analyzed by RT-PCR and Real-time RT-PCR.
图 1 IgG 预处理内皮细胞对 TNF-α诱导的内皮细胞黏附因子 IGCAM-1，VCAM-1，E-selectin 的 mRNA 表达
Fig 1 Effect of IgG pretreat on expression of adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, E-selectin in TNF-α-induced
Relative expression of adhesion in molecles in TNF -α -
induced ECs
pretreat
1, 10, and 25 mg/ml of IgG and 1 ng/ml of TNF-α were premcubated for 30 min, then added to the cells for 30 mn, then added to the cells
for 2 h. After the cells were harvested, the expression of adbesion molecules ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin were analyzedby RT-PCR and Real-
time RT-PCR.
图 2 IgG 和 TNF-α预孵育对内皮细胞黏附因子 ICAM-1，VCAM-1，E-selectin 的 mRNA 表达
Fig 2 Effect of IgG and TNF-αpreincubation on expression of adhesion molcules ICAM-1, VCAM-1, E-selectin in activated ECs
Relative expression of adhesion molecles in TNF-α-induced
ECs
IgG 25 mg/ml 1.369±0.721b 0.664±0.450b 1.703±1.524b
TNF-α(1 ng/ml) 8.264±2.296 7.111±5.514 8.958±5.138
TNF-α+IgG 1 mg/ml 5.810±3.571 4.219±2.595 7.787±3.138
TNF-α+IgG 10 mg/ml 5.380±2.203 2.999±0.968 2.382±1.139









IgG 25 mg/ml 1.369±0.721b 0.664±0.450b 1.703±1.524b
TNF-α(1 ng/ml) 9.734±3.442 15.164±4.907 16.019±10.420
TNF-α+IgG 1 mg/ml 6.347±1.906a 10.603±1.993a 13.695±8.077
TNF-α+IgG 10 mg/ml 6.004±1.545a 7.013±2.483b 12.339±6.539










The cells were pretreated with 1, 10, and 25 mg/ml of IgG for 30 min, and then exposed to 1 ng/ml of TNF-α for 6 h. 1, 10, 25 mg/ml of IgG and
1 ng/ml of TNG-α were preincubated for 30 min, then added to the cells for 6 h. After the cells were harvested, the expression of adhesion molecules
ICAM-1, VCAM-1, and E -selectin was analyzed by western blot. Representive result of theree times independent experiments.
图 3 Western blot 检测 IgG 预处理内皮细胞或 IgG 和 TNF-α 预孵育对黏附因子 ICAM-1，VCAM-1，E-selectin 的表达
Fig 3 Effect of IgG pretreat or IgG and TNF-α-preincubation on expression of adhesion molcules ICAM-1, VCAM-1, E-selectin in





TNF-α（1 ng/ml） - - + + + +





TNF-α（1 ng/ml） - - + + + +





TNF-α（1 ng/ml） - - + + + +
lgG(mg/ml) - + - + - +
pretreat preincubation
a) P<0.05, vs TNT-α alone; b) P<0.01, vs TNF-α alone.
a) P<0.05, vs TNT-α alone; b) P<0.01, vs TNF-α alone.
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2.2 IgG 对 TNF-α 诱导的内皮细胞细胞因子的
mRNA 表达 TNF-α（1 ng/ml）显著上调了内皮细
胞细胞因子（IL-6、GM-CSF、IFN-β）的表达水平（对
照组 vs TNF-α 刺激组，P<0.01），在预处理和预孵育
组，IgG 剂量依赖性地抑制了 IL-6、GM-CSF、IFN-β
mRNA 的表达，1 mg/ml 的 IgG 显著抑制了 GM-CSF
的表达 （vs 单纯 TNF-α 刺激组，P<0.05），10 mg/ml
和 25 mg/ml 的 IgG 显著抑制了 IL-6、GM-CSF 的表
达（vs TNF-α 刺激组，P<0.01），见图 4、图 5。
2.3 IgG 自身含有抗细胞因子抗体 将重组人 IFN-
γ、MCP-1、TNF-α 及重组鼠 TNF-α 作为样本，IgG





The cells were pretreated with 1, 10, and 25 mg/ml of IgG for 30 min, and then exposed to 1 ng/ml of TNF-α for 2 h. After the cells were
harvcsted , the expression of cytokines IL-6, GM-CSF, IFN-β Were analyzed by RT-PCR and Real-time RT-PCR.
图 4 IgG 预处理内细胞对 TNF-α诱导的细胞因子 IL-6，GM-CSF，IFN-β 的 mRNA 表达
Fig 4 Effect of IgG pretereat on expression of cytokines IL-6, GM CSF, IFN-β in TNF-α inactivated ECs
Relative expression of cytokines in TNF-α-induced ECs
IgG 25 mg/ml 1.035±0.375b 0.741±0.552b 0.836±0.259b
TNF-α(1 ng/ml) 5.768±2.412 40.756±13.451 3.524±0.495
TNF-α+IgG 1 mg/ml 4.092±1.040 20.687±7.030a 1.613±0.225a
TNF-α+IgG 10 mg/ml 2.520±1.035b 16.602±11.274b 0.861±0.191b










1, 10, and 25 mg/ml of IgG and 1 ng/ml of TNF-α were prein cub ated for 30 min, then added to the cells for 2 h. After the cells were harvested,
the expression of cytokines IL-6, GM-CSF, IFN-β were analyzed by RT-PCR and Real-time RT-PCR.
图 5 IgG 和 TNF-α预孵育对细胞因子 IL-6，GM-CSF，IFN-β 的 mRNA 表达
Fig 5 Effect of IgG and TNF-α-preincubation on expression of of cytokines IL-6, GM-CSF, IFN-β inactivated ECs
Relative expression of adhesionmolecles in TNF-α-induced
ECs
IgG 25 mg/ml 1.035±0.375b 0.741±0.552b 0.836±0.259b
TNF-α(1 ng/ml) 3.596±1.697 20.643±6.758 2.683±0.358
TNF-α+IgG 1 mg/ml 1.991±0.845 14.699±2.737 1.526±0.339
TNF-α+IgG 10 mg/ml 1.508±0.627a 8.875±0.854b 0.786±0.225b










Recombinantprotein h1FN-γ，hMCP-1, hTNF-α as antigen, IgG as the primary antibody, anti-IFN-γ, anti-TNF, anti-MCP-1 were detected by
Western blot(a); the second antibody only, none of the anti-IFN-γ, anti-MCP-1, anti-TNF were detected(b).
图 6 Western blot 检测 IgG 含有 anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-MCP-1 的自身抗体
Fig 6 IgG itself contained anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-MCP-1 autoantibodies





TNF-α（1 ng/ml） - - + + + +





TNF-α（1 ng/ml） - - + + + +
lgG(mg/ml) - 25 - 1 10 25
a) P<0.05, vs TNT-α alone; b) P<0.01, vs TNF-α alone.











































了 内 皮 细 胞 的 黏 附 分 子 （ICAM-1、VCAM-1、E-
selectin）及细胞因子（IL-6、GM-CSF、IFN-β）的表
达，免疫球蛋白 IgG 抑制了 TNF-α 诱导的内皮细胞
中这些炎症因子的产生。
我 们 应 用 两 种 不 同 的 加 药 方 法 检 测 IgG 对
TNF-α 诱导的内皮细胞中黏附分子及细胞因子的
表达，其目的是为了明确 IgG 不同的作用机制。IgG
预处理内皮细胞 30 min 后再加入 TNF-α，我们观察
到 IgG 抑制了 TNF-α 诱导的内皮细胞中黏附分子
及细胞因子的表达，其机制与 IgG 通过作用于炎症
反应的靶细胞-内皮细胞，直接中和炎性细胞因子或
促进抗炎细胞因子的产生有关。而 IgG 与 TNF-α 预
孵育 30 min 后加入内皮细胞，我们观察到 IgG 也抑
制了 TNF-α 诱导的内皮细胞中黏附分子及细胞因






总之，我们的研究显示了 IgG 可抑制 TNF-α 诱
导的内皮细胞黏附分子、细胞因子的表达，其作用是
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